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0 Entfarbung von Fermentationslbsungen. 



© Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum einfachen Abtrennen der gefarbten Bestandteile einer Fermenta- 
tionslosung bei der Aufreinigung von mikrobiel! hergestellten Verbindungen, die in geloster Form in der 
Fermentationslosung vorliegen, mittels Nanofiltration. 
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Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum einfachen Abtrennen der gefarbten Bestandteile einer Fermen- 
tationslosung bei der Aufreinigung von mikrobiell hergestellten Verbindungen, die in geloster Form in der 
Fermentationslosung vorliegen. 

Mikrobielle Fermentationsverfahren haben sich im technischen MaBstab schon seit vielen Jahren 
5 bewahrt, da man hierdurch auf relativ einfache Art Zugang zu grofleren Mengen an Substanzen hat, die 
mittels chemischer Synthese nicht, nur schwer Oder nur in geringen Mengen zuganglich sind. 

Die mittels mikrobieller Fermentation hergestellten Verbindungen liegen im Fermentationsmedium in der 
Regel in geloster Form vor und mussen aus diesem isoliert aund aufgereinigt werden. Im Labor- und 
ForschungsmaBstab stellt dies in der Regel kein groBeres Problem dar, da genugend chromatographische 

jo Standardmethoden bekannt sind, Vetunreinigungen abzutrennen. Im technischen MaBstab ist man jedoch 
auf einfache, schnelle und preiswerte Verfahren angewiesen, das gewtinschte Produkt ohne weitere, 
grbBere Ausbeuteverluste in aufgereinigter Form zu isolieren, nach Moglichkeit auch ohne den allgemeinen 
kontinuierlichen VerfahrensprozeB wesentlich zu storen. 

Ein besonderes Problem bei diesen Aufreinigungen ergibt sich aus der Tatsache, daB das Fermenta- 

75 tionsmedium meist gefarbt ist. Die Farbung ruhrt einmal zum Teil von den fermentativen Bestandteilen des 
Kultivierungsmediums selbst her, andererseits laBt sie sich aber auch auf (unerwunscht) gebildete Zwisch- 
produkte, Metaboliten Oder Aggregate des Endproduktes zuruckfuhren. In den aller meisten Fallen, kann die 
Farbung nicht zusammen durch das Abtrennen der groberen Bestandteile inklusive der Zellen und 
Zelltrummer des Mikroorganismus aus dem Medium nach abgeschlossener Fermentation beseitigt werden. 

20 Im technischen MaBstab wird heute zumeist Aktivkohle verwendet, urn die unerwUnschte Farbung zu 
entfernen. Die farbtragenden Stoffe werden dabei in der Regel an der Aktivkohle adsorbiert. Dieses 
Verfahren ist atlerdings nur dann geeignet, wenn das gewunschte Produkt nicht ebenfalls adsorbiert wird. In 
vielen Fallen fuhrt der Einsatz von Aktivkohle dennoch zu mehr Oder weniger deutlichen Ausbeuteverlusten. 
Hinzukommt, daB die Aktivkohle meist in aufgeschlammter Form zugefuhrt werden muB und in der Regel 

25 nach erfolgter Adsorption mehrfach ausgewaschen werden muB, urn die Ausbeuteverluste zu minimieren. 
Dies hat einen in der Regel unerwOnschten Verdunnungseffekt zur Folge. 

Es bestand so die Aufgabe, die Nachteile, die bei der Entfarbung von Fermentationslosungen mit 
Aktivkohle im Zuge der Aufreinigung eines mikrobiell hergestellten Produktes auftreten, zu beseitigen. 

Es wurde nun gefunden, daB die Verwendung von Aktivkohle zur Beseitigung von farbenden Begleitsub- 

30 stanzen aus dem Medium vermieden werden kann, wenn sie durch eine Filtration durch geeignete 
Membranen ersetzt wird. Die Membranen mussen eine Trenngrenze von 150 bis maximal 500 Dalton 
haben, daB heiBt, Stoffe mit einem Molekulargewicht von deutlich unterhalb der Trenngrenze sind in der 
Lage, die Membranflache zu permeieren, wohingegen Stoffe mit einem Molekulargewicht oberhalb der 
Trenngrenze zurOckgehalten werden (Nanofiltration). Der Nanofiltration kann, wie bei der bekannten Verwen- 

35 dung von Aktivkohle auch, ein Filtrationsschritt vorausgehen, der bewirkt, daB die groben Bestandteile im 
Medium zuvor aus diesem entfernt werden (Mikrofiltration). 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist demnach ein Verfahren zur Aufreingung von durch Mikroor- 
ganismen produzierten niedermolekularen Verbindungen in gefarbten Fermentationslosungen, daB dadurch 
gekennzeichnet ist, daB man die von groben Bestandteilen befreite klare gefarbte Fermentationsbrlihe, 

40 welche die mikrobiell hergestellten Produkte in geloster Form enthalt, durch eine Membrane mit einer 
Trenngrenze von 150 bis 500 Dalton, insbesondere 200 bis 300 Dalton, filtriert und die Verbindungen aus 
dem ungefarbten Eluat isoliert. 

Insbesondere ist Gegenstand der Erfindung ein entsprechendes Verfahren, das dadurch gekennzeichnet 
ist, daB man Nanofiltrationsmembranen mit einer Trenngrenze von etwa 200 Dalton zur Aufreinigung von 

45 mikrobiell hergestellten Verbindungen mit einem Molekulargewicht von unter 100 Dalton einsetzt. 

Ferner ist Gegensatnd der Erfindung ein entsprechendes Verfahren zur Aufreinigung von mikrobiell 
hergestelltem Dihydroxyaceton. 

Die fur diese Zwecke erforderlichen Trennmembranen mit den genannten Eigenschaften sind Stand der 
Technik und kommerziell erwerbbar. Trennmembranen mit einer Trenngrenze von etwa 150 bis 500 Dalton 

so vermogen, die zum Teil unbekannten gelben und braunen gelosten Bestandteile einer ansonsten klaren 
Fermentationslosung nahezu quantitativ zuruckzuhalten, wahrend Syntheseprodukte mit einem Molekularge- 
wicht von deutlich unterhalb der jeweiligen Trenngrenze in guten Ausbeuten durch die Membran permeie- 
ren. Insbesondere sind Trennmembranen geeignet mit einer Trenngrenze von 200 bis 300 Dalton. Je nach 
GroBe des Molekulargewichts innerhalb des angegebenen Bereiches konnen 10 bis 30 % mehr Ausbeute 

55 (bezogen auf den Kristallisationsschritt im AnschluB an die Filtration bzw. die Kohleadsorption) mittels des 
erfindungsgemaBen Nanofiltrationsschrittes erreicht werden im Vergleich zur Aufreinigung mittels Aktivkohle 
unter ansonsten gleichen Vor- und Nachbehandlungen. Die entsprechenden Stoffe sollten vorzugsweise 
keine Oder nur geringe Ladungen aufweisen, da Hydrathullen zu einem groBeren effektiven Molekularge- 
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wicht fuhren. Neben Verbindungen wie Dihydroxyaceton, Sorbose (Ascorbinsaureherstellung), oder auch 
Biotin sind auch fermentativ hergestellte Aminosa'uren und Peptide in der Nahe ihres isolelektrischen 
Punktes mittels der genannten Membranen von den gefarbten Bestandteilen abtrennbar. 

Auch wenn bei dem genannten Filtrationsschritt eine effektive Mindestmembranflache vorhanden sein 
5 muB (bei z.B. fur 5.000 I : 100 - 140 qm) und Drucke (5 - 40 bar) erforderlich sind, die einen erhohten 
apparativen und anfangs auch zeitlichen Aufwand zur Folge haben, ist ein Filtrationsschritt dem Einsatz von 
Aktivkohle nicht nur aus Grunden der genannten hoheren Ausbeute vorzuziehen. So wird das Medium nicht 
mehr unnotig durch Wasch- und Aufschwammlosung verdunnt, was sich storend auf die in der Regel sich 
noch anschlieBenden Chromatographieschritte, beispielsweise lonenaustauscherchromatographie, auswirkt. 

w Auch die relativ langen Filtrierzeiten (5-10 h, je nachdem, welche Bedingungen vorliegen) sind letztlich kein 
eigentlicher Nachteil, da die Nanofiltration in ein kontinuierliches Verfahren zwischen Mikrofiltration (Entfe- 
rung von Zellen, groben Bestandteilen) und z.B lonenaustauscherchromatographie (zur weiteren Aufreini- 
gung) eingebunden werden kann. Uberdies werden Entsorgungsprobleme, die bei Verwendung von Aktiv- 
kohle massiv entstehen, umgangen. 

75 Ein weiterer Vorteil des erfindungsgemaBen Vefahrens ist, daB neben der erhohten Ausbeute das 
Produkt, welches sich aus der FermentationslSsung nach der Nanofiltration auskristallisleren lafit, eine 
besserer Qualitat aufweist als bei der Behandlung mit Aktivkohle. So sind beispielsweise die sogenannten 
Gelbwerte, die sich von Losungen auskristallisierten Produktes (2. Kristallisation) ermitteln lassen, deutlich 
niedriger als bei der Kohleadsorptionsmethode. 

20 Weiterhin wurde festgestellt, daB entsprechende Losungen (Filtermethode) einen wesentlich gunstige- 
rern pH-Wert (5.2 bis 6.0) aufweisen, als die nach der bekannten Methode (Kohleadsorption) aufgereinigten 
Produkte («5.0). Dies wirkt sich uberraschend und in vorteilhafter Weise auf eine verbesserte Lagerfahig- 
keit der endgultig aufgereinigten Produkte (zumeist ein Chromatographieschritt nach der Nanofiltration) aus. 
Die Nanofiltration eignet sich bei alien gangigen technischen Fermentationsverfahren, unabhangig, 

25 welche Mikroorganismen und welche Medienzusammensetzungen vorliegen. Entscheidend ist letztlich die 
effektive GroBe des gebildeten Produktes. Je weiter die GroBe des Produktes unterhalb der AusschluBgren- 
ze liegt, mit urn so hoherern Ausbeuten eines besonders reiner Verbindung kann gerechnet werden. Die 
Nanofiltration kann auch ohne vorgeschaltete Mikrofiltration durchgefuhrt werden, so daB ein Aufreinigungs- 
schritt eingespart werden kann. 

30 Allerdings muB in diesem Fall eine groBerer MembranflSche eingesetzt werden, und die Filtrationszeiten 
verangern sich entsprechend. Das Verfahren ist im besonderen MaBe fur die Aufreinigung von mikrobiell 
hergestelltem Dihydroxyaceton geeignet. Aber auch zum Beispiel bei dem Verfahren der mikrobiellen 
Herstellung von Sorbose (Ascorbinsauregewinnung) konnen gute Ergebnisse erzielt werden. 
Die folgenden Beispiele erlautem die Erfindung. 

35 

Beispiel 1: 

Zur Umsetzung von Glycerin zu Dihydroxyaceton (DHA) mit Hilfe des Bakterienstammes Gluconobac- 
teroxydans (ATCC 621) wurden 100 I eines Mediums mit folgender Zusammensetzung angesetzt: 

40 



Glycerin 


150 g / 1 


Hefeextrakt 


5g/l 


Ammoniumsulfat 


2g/l 



45 

Die Losung wurde sterilisiert (20 min, 120 *C) und nach dem AbkUhlen mit 5 - 10 I einer dicht 
bewachsenen Vorkultur des Bakteriums beimpft. 

Bei guter Beluftung (50 I/ min) und starker Durchmischung (500 Upm) im Fermenter lieB man die 
Bakterienkultur fOr ca. einen Tag wachsen und umsetzen. Die Dauer richtete sich dabei entweder nach der 
50 gemessenen Restglycerinmenge oder nach der Sauerstoffaufnahme, gemessen nach Standardmethoden. 
Die Umsetzung wurde abgebrochen, als kein Glycerin mehr im Ansatz vorhanden war. 

Beispiel 2: 

55 Die nach Beispiel 1 erhaltene FermentationsbrUhe wird durch Mikrofiltration (PorengroBe 0.2 urn) nach 
Standardmethoden von Feststoffen jeglicher Art befreit. 

Das Ware Filtrat wurde anschlieBend einer Nanofiltrationsanlage zugefuhrt: 
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Trennmaterial: 

Membranflache: 

Druck: 


Dow NF 45, Trenngrenze 200 Da, 
50 qm (Wickel module), 
20 bar, 


PermeatfluB mit Filtrat von Beispiel 1 : 7 I / qm h. 



Bei 20 bar und turbulenter Querstromung (zur Vermeidung von Sedimentablagerungen) der Membran- 
flache wurde die Fermenterlosung fiitriert. Dabei wurden die farbenden Bestandteile zurUckgehalten, 
wahrend Wasser und das Produkt die Membran permeierten. Die klare, ungefarbte DHA-L6sung wurde bis 
zur ZahflUssigkeit eingedampft. Aus diesem Konzentrat wurde das Produkt unter Kuhlung aus Aceton 
auskristallisiert. Ausbeute 76 % weiGe Kristalle. Einige Kristalle wurden in Wasser gelost (25%ige Losung) 
und die Gelbfarbung ats MaB fur noch vorhandene Verunreinigungen gemessen (nach Hazen A., 1892, Am. 
Chem. J. 14, 300). Es wurde ein relativer Gelbwert von 4.6 bestimmt. Der pH-Wert der Losung betrug 5.6. 

Beispiei 3: 

Die nach Beispiel 1 erhaltene Fermentationsbruhe wurde wie in Beispiel 2 beschrieben, zunachst der 
Mikrofiltration unterworfen. 

AnschlieBend wurde das klare Filtrat mit ca. 2.5 kg Aktivkohle (aufgeschlSmmt in 10 I Wasser) fur 1 h in 
einem Behalter geruhrt. Durch Filtration wurde die Kohle wieder entfernt. Die Kohle wurde 2mal mit wenig 
Wasser nachgewaschen. Aus der verbliebenen klaren ungefarbten DHA-L6sung wurde wie in Beispiel 2 
beschrieben, DHA auskristallisiert. Ausbeute 61 %. Es wurde eine Gelbwertbestimmung der Losung von 
Kristallen analog Beispiel 2 durchgefuhrt. Es wurde ein relativer Gelbwert von 15 ermittelt Der pH-Wert der 
Losung betrug 4.5. 

Beispiel 4: 

Es wurde L-Sorbose fermentativ mittels Acetobacter suboxydans nach Standardmethoden hergestellt. 
Die Fermentationsbruhe wurde analog Beispiel 2 behandelt und aufgereinigt. Zur Nanofiltration wurde ein 
Membranmaterial mit einer Trenngrenze von ca. 300 Da verwendet. Man erhielt qualitativ saubere Kristalle 
L-Sorbose (Gelbwert: 5.0) in guter Ausbeute. 

Patentanspruche 

1. Verfahren zur Aufreingung von durch Mikroorganismen produzierten niedermolekularen Verbindungen 
in gefarbten Fermentationslosungen, dadurch gekennzeichnet, daB man die von groben Bestandteilen 
befreite klare gefarbte FermentationsbrOhe, welche die mikrobiell hergestellten Produkte in geloster 
Form enthalt, durch eine Membrane mit einer Trenngrenze von 150 bis 500 Dalton fiitriert und die 
Verbindungen aus dem ungefarbten Eluat isoliert. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB man Nanofiltermembranen mit einer Trenn- 
grenze von 200 bis 300 Dalton einsetzt. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 zur Aufreinigung von mikrobiell hergestellten Verbindungen mit einem 
Molekulargewicht von unter 200 Dalton. 

4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB man Nanofiltermembranen mit einer Trenn- 
grenze von etwa 200 Dalton einsetzt zur Aufreinigung von mikrobiell hergestellten Verbindungen mit 
einem Molekulargewicht von unter 150 Dalton. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB man Nanofiltermembranen mit einer Trenn- 
grenze von etwa 200 Dalton einsetzt zur Aufreinigung von mikrobiell hergestellten Verbindungen mit 
einem Molekulargewicht von unter 100 Dalton. 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5 zur Aufreinigung von mikrobiell hergestelltem Dihydroxya- 
ceton. 
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